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ource principale de caoutchouc En jardins à bois, les variétés cultivées 
naturel, 1’Htwea bras%l%cns~s (clones de greffe) présentent peu de ca- 
couvre actuellement 9,5 millions ractères morphologiques distinctifs et il 
d’hectares dans le monde et dans la n’existe aujourd’hui aucun moyen, totale- 
quasi-totalité des plantations, les variétés ment efficace, d’identification des clones 
cultivées (clones) sont multipliées végé- basé sur des criteres visuels. 
tativement par greffage. Parmi les techniques de reconnais- 
Cette forme de propagation utilise des sance visuelle des clones d’hévka, on peut 
quantités importantes de bois de greffe, citer tout d’abord la méthode reposant sur 
qui est produit dans des structures agri- l’évaluation qualitative d’environ 20 carac- 
coles specialisées appelées ((jardins à tères foliaires (Recueil de fiches de 
bois de greffe)), ou plus communément clones Heven, 1993). Elle a l’avantage de 
((jardins à bois). pouvoir être appliquée dans des jardins b 
Ces derniers se doivent d’être bois de greffe très jeunes. Mais elle n’est 
«conformes) et pourtant de nombreuses pas absolue : il faut en effet observer un 
sources d’erreurs peuvent en entacher la ensemble de feuilles et un ensemble d’in- 
pureté : erreurs de pancartage, sources dividus important pour avoir un bon des- 
d’approvisionnement douteuses, gour- criptif. Elle nécessite de plus un très bon 
mands du porte-greffe non éliminés... entraînement et même une formation 
Cela entraîne alors soit une appellation spéciale. Il faut également pouvoir dispo- 
erronée, soit la presence dans une par- ser d’un bon reférentiel qui reste à créer 
_ celle d’un certain pourcentage de plants pour la majorité des clones. Les spécia- 
n’appartenant pas au clone multiplié. listes prétendant pouvoir reconnaître les 
L’incidence économique d’une erreur clones par cette technique sont raris- 
en jardin à bois est parfois considérable : simes et leur jugement sujet à caution : 
.un clone peut être greffé à la place une enquête menée en Indonésie a mon- 
d’un autre, alors que ses caractéris- tré qu’un technicien spécialisé pouvait 
tiques agronomiques telles que la sen- reconnaître 80 O/n des clones dans un jar- 
sibilité à la casse ou aux maladies sont din à bois assez pur, mais que ce taux 
inadaptées à la zone considérée ; pouvait diminuer fortement lorsque le 
*le taux d’impureté d’un jardin à bois se jardin était tres mélange. Avec cette mé- 
retrouve en plantation avec un fort thode, il peut aussi arriver qu’un clone 
taux multiplicateur ; le niveau de pro- soit confondu avec un autre. 
duction et la rentabilité économique linc autre technique d’identification 
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retb en LB. à 5% Ainsi, la technique des isozymes reste- CIRAI)-CP ont conçu une unité mobile 
uveau projet) et t’elle très intéressante pour des applica- d’élcctrophorèse ou «laboratoire por- 
tiel de production tions à grande échelle. Basée sur la varia- table)). L’ensemble du mat6riel et des 
e par rapport au bilité génétique des clones, t,raduite en produits ut,ilisés pour l’analyse de 500 in- 
Auire serait de 
termes de variabilité isoenzymatique, elle dividus a 6té réduit au point de tenir dans 
)O Var-4 pour la permet d’établir de vbritables empreintes une malle : 100 x 56 x 3Scm (photo 1). 
génétiques au niveau enzymatique. litili- Avec cet équipement, un expert, inter- 
? FF/afl, sée pour l’idcntifïcat~ion vari6tale chez de 
millions de FF ?I 
vient direct,ement sur plantation pour ef- 
fwtuer des contrôles de conformité, Les 
J,~4 mwon de FF d’installation 
nomhreuscs espfkcs. I’élrctrophorise 
\ \_ d’isozgmcs il fit6 mise ;~u point pour différcnt,es manipulations nécessitent 
l’liévéa, :i partir tl’cstrait s proteiqurs fo- simplrmant de pouvoir disposer, sur 
liairrs. en utiliswnr 1 i’ syst +mes t~nzyma- plxcc, d’une pièce propre avec paillasse, 
;iculier (Recueil de fiches tiques révt;lt% sur grl d’;tnridon (l,t+run d’tilect,ricit6, d’eau courante et d’un réfri- de graine pari 
de clones Hewa, 1993), mais cette mé- et C%cwllier. l!>!H,), I:II? ;t t‘tt‘ iwtt;c su1 g~ratcixr-cnngitlateur. 
thode n’est applicable que dans des plan- de nombrcns gt+wt~pt~s. Dcpais sa concrpt,ion, ce laboratoire 
tations adultes, Elle n6cessitr un coup Son pnwoir dc diwriminat ion wt w- portable et son accompagnateur ont, r@a- 
d’oeil exerce et3 un référentiel fiable, nl;tr<)uahlt’ : utlt’ t’tutle pclrtitnt sur lis4 des cxpertiscs dans des localisations 
C’est cependant un bon moyen pour juger i:l clnnt~ ti’t~strBnttl-O~it‘nl (~~1~~s \I‘kk- trF’s varit+s, pour des centres de re- 
si une parcelle est pure ou composée d’un ham) il rt+lti 7 1 ~twtJ’~x~s difkrcnts. w cherclw ou dans des plantations indus- 
mélange de clones. qui wrrcspond ;t un pcwoir dP Gparation trielles : C6te d’lvoirr (II~I~FOR/DPI,, 
C’est pourquoi, l’ut8ilisation de niar- de $3 ‘k drs c*lones de wtte pc~pulation. SOIR), Indonésie (IPARD), Guyane et 
queurs génétiques moléculaires, permet- Elle permttt dc Iccoiuiaitw à cwp siir Guadeloupe (collections du CIRAD), 
tant de caract&iser géno~Gquemen~ des les c+m~s qui ont dtijà titi; d&rits et r@- Dans toutes les situations, le laboratoire 
clones à un stade précoce de leur crnis- prrtot,kG d;uis uw hasti dr donnt+~. .4u- portable s’est r&vélé performant et son 
sancc, a été envisagée. jourdïiui. trt t t> basr tir donnf;t>s com- application sur prPs de 1 500 individus a 
En Asie, quelques tentatives d’idcntifi- ptrlr les gt%ot!pt5 isocnzl-niaticlut~s dc permis de confirmer l’existence d’erreurs 
cation clonale basees sur la s6paration référrncc de 2r>4 ctnnt~ s&lrctinnnt% de conformit6 clonale en jardins à bois et 
électrophorétique de protéines du sérum (1 14 clones \Vi&ham, 81 c*lonrs Il:(‘,4 cl en plantation, avec des taux variables 
de latex furent conduites (Walujono ci 39 c~lonrs i;utf-anlt;ri~;lill~). stlon les clones et les localisations. 
Agung Suseno, 1973 ; Walujono et Effendi, L’électrophorèse d’isozymes est donc Tout r&emment, deux missions de 
1976 ; Yeang et al., 1977), mais ne débou- actuellement la mPtbode d’identification conformit,& clonale ont été conduites au 
chèrent, pas sur la wlgarisation de proto- clonale de l’h&& B la fois la plus fiable, 
minime, en jardin 
33 plantation avec 
r, ce qui entraîne 
? production et de 
ue des surfaces 
lar la simulation 
xtare de jardin à 
\\ 
;er 250 ha de 
1 ha de plantation 
ie moyenne Oun 
90 % d’un &ne 
e niveau serait de 
premi&es années 
% d’un mat&&?1 
zbnt le niveau de 
fan. 
d’une plantation 
tel 1.B., par rap- 
ablie à pattir d’un 
:g/ha/an, ce qui 
f0 ha constitutis à 
d’un hectare : 
Q. A 6 000 FF la 
manque à gagner 
FF par an I 
rè à un projet de 
plantation de 
ïcI,c lDallDc en cinq ans, avec 
it k cc&@ de r&lisatian serait 
coles fiables, utilisablrs (‘11 routine. la plus simple el- la moins oGreuse. LC: 
Depuis une dizainr (l’années, la tech- d6partement des cultures P&ennes du 
nique ct’élrctrophor~~~~ tl’isozymes (enca- CIRAD (CIRAD-CI’) l’exploite en routine 
dré 2) a 6tC: développi!e sur hbvéa dans en proposant des contrôles de conformité 
les laboratoires du CIRAD. litilisée dans clonalc en jardins à bois ou des analyses 
un premier temps pour l’étude de la di- de service pour des besoins int,ernes. Cela 
versit,é gén6tique des populations de a bté le cas pour des analyses effectu&s 
clones sélectionnés et, cultivés (clones en collaboration avec 1’Pquipe de culture 
((Wickhamj)) rt du matMe g6nbtique in I%~N héV&, en vue de rerificr en serre 
issu de prospections cn Amazonie (Che- la conformité des clones avant leur int ro- 
vallier, 19St: ; Chevallier et ab., 19SS), duction en micropropagation, Des 
cette technique s’est révél& particulière- contrôles, portant, sur un échantillon de 
ment performante ct a pu être appliquée plants après sortaie de tube, ont également 
à l’identification clonale. Plus récem- ét6 réalis& et ont confirmé l’identité gé- 
ment, la technique d’empreintes géné- n6tique du matériel multiplié %n vitro. 
tiques par RFLP (polymorphisme de lon- La technique d’électrophorèse d’iso- 
gueur de fragments de resl,riction) a 6t6 zymes pr&ente cepcndünt l’inconvénient 
mise au point ct s’est mont& encore de n’être utilisable que sur du matériel 
plus efficace que les isozymes pour l’iden- vivant, collecté à proximité immédiate du 
idfication clonale de l’h&6a (Seguin, 1992 laboratoire, ou sur du materiel conservé 
; Besse et rrb., 199:?). Mrtis le d&eloppe- par lyophilisation, ce qui requiert un ap- 
ment des RFLP csl acturllement5 frein6 pareillage délicat, et onéreux. 
par 13 longueur des cspérimentat,iot\s, 
l’emploi d’isot,opes lïNlinactifS ct le c0Qt I,-~~o~fo”Fo~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~~ 
des techniques de biologie moléculaire. 
Afin d’étendre l’application des isozymes, 
les protocoles et l’équipement n6ces- 
saires à leur réalisation ont été simpli- 
fiés. Les chercheurs et les techniciens du 
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m Les protéines sont constituées d’un enchaînement d’acides aminés. 
Dans la plante, leur synthèse est contrôlée par les parties codantes de 
I’ADN : les gènes. 
Proteins consist of a chain of amino acids. In plants, their synthesk is 
controlled by the coding parts of DNA: genes. 
obtenus par broyage de 
feuilles en présence d’un 
tampon approprié. 
Proteins extracts are 
obtained by crushing 
leaves in an appropriate 
buffer. 
m Déposés dans un support gélifié, les extraits protéiques sont soumis à 
un champ électrique. Les protéines se séparent en fonction de leur 
taille et de leur charge électrique 
After being deposited on a gel medium, the protein extra& are subjected 
to an electric field. The proteins separate according to their size and 
electrical charge 
m Les enzymes sont des protéines jouant le rôle de catalyseurs 
biologiques. Leur activité est spécifique d’un substrat et d’un cofacteur 
particuliers. En présence de leur substrat, de leur cofacteur et d’un réactif 
approprié, une coloration apparaît dans le gel à l’endroit où la protéine 
enzymatique s’est positionnée au terme de la migration. 
Enzymes are proteins that act as biological catalysts. Their action is specific 
to a given substrate and coenzyme. In the presence of their substrate, 
coenzyme and appropriate reagent, the gel becomes stained where the 
enzymatic protein cornes to rest after migration. 
m Ces bandes colorées correspondent à des 
isozymes, c’est-à-dire à des enzymes 
possédant une même activité catalytique, et qui 
sont codées soit par des gènes différents soit 
par des allèles différents d’un même gène. 
These stained bands correspond to isozymes, 
i.e. enzymes with the same catalytic activity, 
which are coded either by different genes, or 
by different alleles of a given gene. 
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MDH : Malate déshydrogénase 
PGI : Phospho glucose isomérase 
AAP : Alaiyl amino peptidase 
LAP : Leucine amino peptidase 
EST : Estérase 
PA : Phosphatase acide 
ADH: Alcool déshydrogénase 
ICD : lsocitrate déshvdroqénase 
PGD : Phosphogluc&ate- déshydrogénase 
GOT : Glutamate oxaloacétate transaminase 
SKD : Shikimate déshydrogénase 
La variabilité génétique entre individus se traduit par des variations dti nombre rt de 2 xr,:lon ci55 bandes d’isorymes. Des analyses génétiques ont permis 
de traduire les profils izoenzymatiques (ou zymogrammes) obtenais PI, terve< de gr’rY:)ües i’t?\t:m~)!f ci-contre prcscnte, pour 11 locus enzymatiques, les 
zymogrammes de’quelques plants d’hévéa (clones et seedlings), a:w q:le ieu !n?e’~‘t?td:~or: ~‘1 teimcs d’aileles. Les arbres d’un même clone présentent le 
même nombre et la même position des bandes. 
Genetic variability between individuais is reflecred in variations 117 the ncmbef iino oo) trot: o : thr ~iozvme bandr. Genetic anaiyses bave enabied 
interpretation of the isoenzymatic banding patterns (or ryrnogran;c) obt,~!rwd II :cr,~r ni qcnor~pes. Thc e~mpic opposite shows the zymograms ofa few 
rubberplants (clones andyoung piantr from seeds or seedi~nqs! *or ? I C~TZ\ OU:I~ ‘oc L310:7(i ~vfh thcir icterpretation in terms of aiieles. The trees of a 
given clone have the same number of band? in the SO~C oosftlon 
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Photo 1 : Labor&oi& portable d’électrophorèse 
Portable electrophoresis laboratory 
Photo 2 : Contrôle de conformité à Finca Entre 
Rios (Guatemala). Récolte des échantillons 
(feuilles) en jardin à bois 
Conformity check at Finca Entre Rios 
(Guatemala). Collection of samples (leaves) from 
a budwood garden 
sentatifs des possibilités d’applications 
de l’électrophorèse au problème de 
conformité clonale. 
Contrôle de conformité d’un jardin 
à bois de PB 235 
Photo 3 : Contrôle de conformité d’un jardin à bois de PB 235 
420...439 : numéros d’identification des souches en J.B. 
*génotypes non conformes au PB 235 
Conformity check in a PB 235 budwood garden 
420...439: identification numbers of budded stumps in B.G. 
*genotypes not conforming to PB 235 
Guatemala, en collaboration avec la Gre- CIRAD à Kourou, afin d’effectuer réguliè- 
mial de Huleros (association de planteurs rement des contrôles dans les ,jardins à 
d’hévéas). Ces missions ont permis à la bois de collection et de certifier par élec- 
fois d’effectuer des contrôles de confor- trophorèse la conformité du matériel vé- 
mité dans 14 plantations de la côte Sud gétal distribué. 
(photo 2), et de réaliser avec succès un Un transfert de la technique est aussi 
transfert de technologie, avec livraison en cours avec les plantations Michelin du 
d’un laboratoire portable et formation de Brésil. 
techniciens. Les deux exemples suivants, obtenus 
En Guyane, une unité d’électrophorèse au cours de missions d’expertise réalisées 
a été installée dans les laboratoires du avec le laboratoire portable, sont repré- 
A l’issue d’une analyse dans un jardin à 
bois de greffe de PB 235, les variations du 
nombre et de la position des bandes pour 
les systèmes MDH (malate déshydrogé- 
nase) et PA (phosphatase acide) révèlent 
que 2 des 20 individus analysés ont un zy- 
mogramme et donc un génotype différent 
des autres individus (no424 et no425 : 
photo 3). Ces 2 individus ne sont pas 
conformes, ils n’appartiennent pas au 
clone PB 235. 
Cas du PR 261 en Afrique 
L’exemple du clone PR 261 dans un pays 
africain est lui aussi tout-à-fait représen- 
tatif des performances du laboratoire 
portable. 
Dans un premier temps, l’analyse en- 
zymatique d’un jardin à bois ((source)) de 
PR 261 avait révélé que le clone multiplié 
sous cette appellation avait un génotype 
différent du PR 261 d’Asie. Ce clone afri- 
cain avait ainsi été rebaptisé AF 261. On 
pouvait alors s’attendre à ce que toutes 
les plantations de PR 261 du pays soient 
en fait de 1’AF 261. 
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Par ailleurs, en plantation dans ce 
m&ne pays, des observations en champ 
avaient mis en évidence, sur une parccllc 
monoclonale de PR 261, l’existence de 
deux phénotypes : 
*un type d’arbre A, majoritaire et, cor- 
respondant à un matériel haut produc- 
teur j 
*un type d’arbre R, minoritaire, présen- 
tant une forte sensibilité à la casse au 
vent entraînant une perte de producti- 
vité après plusieurs années. 
L’analyse gknotypique par isozymes, 
réaliske d’abord sur des arbres de cette 
plantation a montré que : 
*les deux phénotypcs A et R correspon- 
daient effectivement à des génotypes 
différents, le type R n’étant identi- 
fiable à aucun clone connu ; 
*le type A était lui même génétique- 
ment hétérogène et constitué de deux 
génotypes : le premier, majoritaire, 
correspondait bien à celui de 1’AF 261, 
le second n’étant identifiable à aucun 
clone connu. 
Ainsi, cette parcelle de ((PR 261~ s’est 
révélée etre une parcelle d’hF 261, 
«contaminée» par deux génotypes incon- 
nus, aucun des trois génotypes ne corres- 
pondant au PR 261 d’Asie, 
Toujours à l’aide du laboratoire por- 
table, l’analyse du jardin à bois corres- 
pondant à la parcelle précédemment étu- 
diée a ensuite été réalisée. Le génotype 
isocnzymatique, établi pour un échan- 
tillon de 81 souches, a montré que : 
*les erreurs de conformité clonale pro- 
venaient du jardin à bois lui-m&ne et 
non d’erreurs de greffage, les trois gé- 
notypes identifiés en plantation se re- 
trouvant en proportions équivalentes 
dans les jardins à bois ; 
*ces impuretés clonales n’étaient pas 
visuellement détectables à un stade 
juvénile, ce qui démontrait l’intért?t de 
l’application ix situ des marqueurs 
isoenzvmatiaues. 
laboratoire portable d’électrophor$se a 
fait la preuve de sa grande efficacité Î?I tl+- 
tecter sur le terrain les erreurs de confor- 
mité des clones d’h&éa. 
Cette technique est cependant limitk 
par le nombre d’individus analysables par 
jour (25 en moyenne). Son application la 
plus performante réside dans les 
contrôles de jardins à bois de greffe. Par 
I’emnloi d’un échantillonnage raisonnl 
en fonction du pïol~l~tlIt~ posé, elle per- 
met, en cas d’hPttiro:r;nGitP détectée, de 
repérer avec crrritutlc les souches 
conformes qui srn-iront ;I la création de 
nouveaux jardins à bois de greffe parfai- 
‘/ 
tement purs. A leur tour, ces derniers de- Resear& and 0 
vront être contrôlés régulibrement, en 
fonction des recépages périodiques, 
sources d’erreurs pokkiellk. 
Elle ne peut pas être ubilisée, sauf cas 
particulier, pour résoudre n po,ste)*iw+ 
des problèmes d’ident,ification dans les 
cas de mélanges de clones en plantation. 
Il ne s’agit, pas non plus d’idcnt,ifïer ((en 
aveugle)) des clones d’origine inconnue, 
mais de vérifier, par wmparaison i une 
référence, si tel ou tel clone correspond 
ou non à la dénomination qui en est pro- 
posée. 
L’utilisation du laboratoire portable 
doit être largement, développ&. que ce 
soit sous forme de missions d’expertise on 
de transferts de tcchnologic. C’est, 
d’ailleurs cette deuxième option qui est 
envisagée pour la mise en oeuvre pro- 
chaine de contrfiles dc conformité clo- 
nale en Indonésie et en Côte d’ivoire. 
Outre son application directe dans la 
production du matériel végétal des plan- 
tations, la technique d’électrophorèse 
d’isozymes prbsenle d’autres possibilités 
d’applications, développées dans les labo- 
ratoires du CIRAI) à, Montpellier, en 
appui au programme d’amélioration géné- 
tique de l’h~véa : vérification de kgiti- 
mité de descendances, étude de la polli- 
nisation libre: gest,ion des ressources 
génétiques. 
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HEVEA 
iden 
Leconte A., Lebrun P., Nicolas D., Seguin M. 
CIRAD-CP. BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 1, France 
Yields from a rubber plantation depend on the idcntity of its trees. Isozyme electrophoresis checks clone 
iegitïmacy right from the ~~ud~o~d garden stage, i.e. before they are ptanted Cor several decades. 
evea brasiliensis, the main source of 
natural rubber, currently covers 
9.5 million hectares worldwide and the 
varieties (clones) grown in virtually a11 the 
plantations are vegetatively propagated by 
budding. 
This type of propagation uses considerable 
amounts of budwood, which is produced in 
special agricultural structures called ((budwood 
gardensbl. 
These budwood gardens have to be ((truc-to- 
type)), but many sources of error cari lead to 
impurities: identification pane1 errors, dubious 
supply sources, suckers not removed from 
rootstocks, etc. This subsequently leads either to 
wrong naming, or to the existence of a certain 
percentage of plants in a plot that do not belong 
to the clone being multiplied. 
The economic impact of errors in a budwood 
garden is sometimes considerable: 
l a clone may be budded instead of another, 
whereas its agronomie characteristics such as 
susceptibility to wind damage or diseases are 
unsuitable for the zone in question, 
l the impurity rate in a budwood garden is 
greatly magnified in a plantation; yields and 
economic profitability cari be substantially 
reduced (box 1). 
In budwood gardens, the varieties cultivated 
(budded clones) have few distinctive 
morphological characters and there is currently 
no totally effective way of telling clones apart 
using visual criteria. 
One Hevea visual recognition technique is 
based on a qualitative assessment of around 
20 leaf characters (Recueil de fiches de clones 
Hevea, 1993). Thiç method offers the advantage 
of being usable in very Young budwood gardens, 
but it is not foolproof: in fact, it is necessary to 
observe a large number of leaves and individuals 
to obtain an accurate specification. It also 
requires a lot of practice and even special 
training. A reliable frame of reference is also 
required, which remains to be created for most 
clones. Specialists claiming to be able to 
recognize clones using this technique are few 
and far between and their judgement should be 
viewed with caution: a survey carried out in 
Indonesia showed that a specialized technician 
cari recognize 80% of the clones in a fairly pure 
budwood garden, but this success rate falls 
Plantations, recherche, développement 
substantially if the garden is highly mixed. With 
this method, one clone cari also be confused with 
another. 
Another identification technique is based on 
seed observations. In fact, each clone has a 
particular type of seed (Recueil de fiches de 
clones Hevea, 1993), but this method cari only be 
applied in adult plantations. It requires an 
experienced eye and a reliable frame of 
reference. However, it is a good way of judging 
whether a plot is pure or contains a mix of 
clones. 
In view of these factors, consideration was 
given to using genetic molecular markers 
capable of genotypic characterization of clones 
at an early stage in their development. 
In Asia, a few attempts were made to identify 
clones based on electrophoretic separation of 
proteins in latex serum (Walujono and Agung 
Suseno, 1973; Walujono and Effendi, 1976; Yeang 
et al., 1977), but did not lead to the extension of 
reliable protocols that could be used on a routine 
basis. 
Over the past ten years or SO, the isozyme 
electrophoresis technique (box 2) has been 
developed on rubber in the CIRAD laboratories. 
This technique, which was first used to study the 
genetic diversity of selected and cultivated clone 
populations (<~Wickhaml~ clones) and of 
germplasm obtained from surveys in the Amazon 
basin (Chevallier, 1988; Chevallier et al., 1988), 
proved particularly effective and was applied to 
clone identification. More recently, genetic 
fingerprinting by RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) has been developed and 
has proved even more effective than isozymes for 
Hevea clone identification (Seguin, 1992; Besse 
et al., 1993). However, RFLP development is 
currently being held back by the length of the 
experiments, the use of radioactive isotopes and 
the cost of molecular biology techniques. 
Thus, the isozyme technique remains valid for 
large-scale experiments. It cari provide veritable 
genetic fingerprints at enzyme level, based on 
the genetic variability of clones expressed in 
terms of isoenzymatic variability. Isozyme 
electrophoresis has been used for varietal 
identification of many plants and has been 
extended to Hevea, based on leaf protein 
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extracts and using 12 enzyme systems developed 
on starch gel (Lebrun and Chevallier, 1990). It 
has been tested on numerous genotypes. 
Its discrimination capacity is remarkable: a 
study of 73 clones from the Far East (Wickham 
clones) revealed 71 different genotypes, 
corresponding to 98% separation capacity for the 
clones in this population. 
It ensures reliable recognition of the clones 
already described and inventoried in a data base. 
This data base now contains the isoenzymatic 
references of 254 selected clones (114 Wickham 
clones, 81 IRCA clones and 59 South American 
clones). 
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Isozyme electrophoresis is therefore the most 
reliable, simplest and cheapest Hecea clone 
identification method currently available. The 
CIRAD Tree Crops Department (CIRAD-CP) 
uses it on a routine basis, proposing clonal 
conformity checks in budwood gardens and 
service analyses for interna1 requirements. This 
was the case for analyses carried out jointly with 
the Hevea in vitro team, to check clone 
conformity in the greenhouse prior to 
micropropagation. Checks based on a sample of 
plants leaving tubes have also been made, 
confirming the genetic identity of material 
multiplied in vitro. 
Nevertheless, the isozyme electrophoresis 
technique has one drawback. It cari only be used 
on living material collected in the immediate 
vicinity of the laboratory, or on material 
preserved by freeze-drying, which requires 
complex, expensive equipment. 
Portable laboratory 
In order to extend isozyme application, the 
protocols and equipment required have been 
simplified. CIRAD-CP researchers and 
technicians have designed a mobile electro- 
phoresis unit or ((portable laboratorys. The 
equipment and products used to analyze 
500 individuals have been reduced to such a 
point that they a11 fit into a trunk: 
100 x 55 x 35 cm (photo 1). With this equipment, 
an expert cari carry out conformity checks 
directly in a plantation. The different operations 
merely require on-site availability of a clean 
room with a work bench, electricity, running 
water and a fridge-freezer. 
Since its design, this portable laboratory and 
its operator have carried out assessments in very 
different locations, for research centres or in 
estate plantations: Côte d’ivoire (IDEFOR/DPL, 
SOGB), Indonesia (IPARD), French Guiana and 
Guadeloupe (CIRAD collections). In a11 these 
cases, the portable laboratory has proved effec- 
tive and its use on almost 1,500 individuals has 
confirmed the existence of clonal conformity 
errors in budwood gardens and plantations, at 
varying rates depending on the clones and sites. 
Very recently, two clone conformity missions 
were carried out in Guatemala, in conjunction 
with Gremial de Huleros (rubber growers’ 
association), during which conformity checks 
were made on 14 south toast plantations 
(photo 2) and the technology was successfully 
transferred, with the delivery of a portable 
laboratory and training for technicians. 
In French Guiana, an electrophoresis unit has 
been set up in the CIRAD laboratories in Kourou, 
for regular checks in the collection budwood 
gardens and to certify the conformity of the 
planting material distributed, by electrophoresis. 
The technique is currently being transferred 
to the Michelin estates in Brazil. 
The following two examples. obtained during 
assessment missions with the portable 
laboratory, are typical of the possible 
electrophoresis applications as regards clone 
conformity. 
Conformity check in a PB 235 
budwood garden 
Following an analysis in a PB 235 budwood 
garden, differences in the number and position 
of bands for the MDH (Malate Dehydrogenase) 
and AP (Acid Phosphatase) systems revealed 
that 2 out of the 20 individuals analyzed had a 
different zymogram, hence genotype, from the 
other individuals (Nos. 424 and 425, photo 3). 
These two individuals were not true-to-type. 
They did not belong to clone PB 235. 
Case of PR 261 in Africa 
The example of clone PR 261 in an African 
country is also typical of how well the portable 
laboratory works. 
Initially, enzymatic analysis of a PR 261 
«source» budwood garden revealed that the 
clone multiplied under this name had a different 
genotype from the Asian PR 261. This African 
clone was therefore renamed AF 261. It could 
therefore be expected that a11 the PR 261 
plantations in the country were in fact AF 261. 
Moreover, field observations in the same 
country in a PR 261 monoclonal plot had 
revealed the existence of 2 phenotypes: 
l an A type tree, which was in the majority, 
corresponding to high-yielding material, 
l a B type tree, which was in the minority, with 
high susceptibility to wind damage, leading to 
yield losses after several years. 
Isozyme analysis first performed on the trees 
in this plantation, revealed that: 
. the two phenotypes, A and B; did indeed 
correspond to different genotypes. Type B 
could not be attributed to any known clone, 
l type A itself was genetically heterogeneous and 
made up of two genotypes: the first, in the 
majority, effectively corresponded to AF 261, 
the second could not be attributed to any 
known clone. 
Thus, this <<PR 26111 plot proved to be an 
AF 261 plot, «contaminated» by two unknown 
genotypes, and none of the three genotypes 
corresponded to the Asian PR 261. 
The budwood garden corresponding to the 
plot previously studied was t,hen analyzed using 
the portable laboratory. The isoenzymatic 
genotype, established for a sample of 
81 rootstocks, showed that: 
l the clonal conformity errors came from the 
budwood garden itself and not from budding 
errors, with the three genotypes identified in 
the plantation occurring in equal proportions 
in the budwood gardens, 
l these clonal impurities were not detectable 
with the naked eye at the juvenile stage, 
which demonstrated the merits of using 
isoenzymatic markers in situ. 
Conclusion 
During these different operations, the portable 
electrophoresis laboratory proved its reliability 
for detecting Hevea clone conformity errors in 
the field. 
However, this technique is limited by the 
number of individuals that cari be analyzed each 
day (25 on average). Its most effective use is for 
budwood garden checks. In the event of detected 
heterogeneity, it cari, through rational sampling, 
pinpoint with certainty those rootstocks that are 
truc-to-type and which Will be used to set up 
new, perfectly pure budwood gardens. In turn, 
these new budwood gardens should be checked 
regularly, at the time of periodic cutting back 
operations, which are potential sources of error. 
Apart from specific cases, it cannot be used to 
salve identification problems after the event, if 
there are clone mixes in plantations. Neither is it 
a way of identifying clones of unknown origin «in 
the dark», but it cari be used to check whether a 
clone corresponds to the name attributed to it, 
by comparison to a reference. 
Use of the portable laboratory should be 
expanded, either through assessment missions 
or technology transfers. The latter option is 
currently being considered for forthcoming 
clonal conformity checks in Indonesia and Côte 
d’ivoire. 
Apart from its direct application in planting 
material production for plantations, the isozyme 
electrophoresis technique offers other possible 
applications, developed by the CIRAD 
laboratories in Montpellier, as back-up for Hevea 
genetic improvement programme: checking 
progeny legitimacy, studying open pollination, 
germplasm management, 
Today, isozyme electrophoresis used for Hevea 
clone identification combines reliability, easy 
use and low cost. Whilst its ability to distinguish 
between genotypes is less than that of molecular 
biology methods that directly analyze DNA 
(RFLP), it remains competitive in that these 
latter methods are too cumbersome for 
application in the field and are reserved for 
highly specific use in the laboratory. 
Nevertheless, new molecular biology tools, such 
as PCR (Polymerase Chain Reaction) could open 
up new prospects in the field of clone 
identification, combining the power of DNA 
analysis with protocols as simple as for isozymes 
and automation possibilities. 
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Résumé 
Chez l’hévéa, la multiplication à grande 
échelle de matériel végétal non conforme 
peut gravement compromettre la rentabi- 
lité économique des plantations. Afin de 
réaliser, à un stade précoce de leur crois- 
sance, la caractérisation génotypique des 
clones, I’électrophorèse d’isoenzymes a 
été développée. Avec 98% de pouvoir de 
séparation pour les principaux clones cul- 
tivés, cette technique s’est révélée parti- 
culièrement performante. L’équipement 
nécessaire simple et le coût de fonction- 
nement relativement faible de cette tech- 
nique permettent son application en rou- 
tine à l’identification clonale de l’hévéa. 
Une unité mobile d’électrophorèse ou «la- 
boratoire portable)) a été créée en vue 
d’intervenir directement sur plantation 
pour effectuer des contrôles de confor- 
mité en jardins à bois de greffe. Elle a été 
utilisée avec succès en Côte d’ivoire, en 
Indonésie, en Guyane et en Guadeloupe 
sur un grand nombre d’individus. Elle est 
proposée sous forme de missions d’exper- 
tise ou de transferts de technologie. 
Abstract 
Large-scale multiplication of Hewea plan- 
ting material that is not truc-to-type cari 
seriously jeopardize the economic profita- 
bility of plantations. Isoenzyme electro- 
phoresis has been developed to characte- 
rize clone genotypes at an early stage in 
their growth. This technique has proved 
particularly effective, with 98% separa- 
tion ability for the main clones cultivated. 
As the equipment required is simple and 
operating costs are relatively low, Hewea 
clone identification using this technique 
has become routine. A mobile electropho- 
resis unit or «portable laboratory» has 
been developed for direct conformity 
checks in budwood gardens on planta- 
tions. It has been successfully used in 
Côte d’ivoire, Indonesia, French Guiana 
and Guadeloupe on many individuals. It is 
proposed through assessment missions or 
technology transfers. 
Resumen 
Para el hevea, la multiplication a gran es- 
cala de material vegetal que no es 
conforme puede comprometer grave- 
mente la rentabilidad economica de las 
plantaciones. Con el fin de realizar, en 
una fase precoz de su crecimiento, la ca- 
racterizacion genotipica de 10s clones, se 
ha desarrollado la electroforesis de isoen- 
zimas. Esta técnica se ha revelado parti- 
cularmente eficiente con un 98% de 
poder de separacion de 10s principales 
clones cultivados. Su aplicacion a la iden- 
tificacion clonal del hevea pudo reali- 
zarse de una forma rutinaria, siendo sen- 
cillos 10s equipos necesarios, de un costo 
de funcionamiento relativamente bajo. Se 
ha creado una unidad movfl de electrofo- 
resis o (Jaboratorio portatib) con el fin de 
intervenir directamente en el campo para 
efectuar controles de conformidad en jar- 
dines clonales. Se aplico, con éxito, la 
técnica en Côte d’ivoire, en Indonesia, en 
Guyana y en Guadalupe en un gran nu- 
mero de individuos. Esta propuesta en 
forma de misiones de peritaje o de trans- 
ferencia de tecnologia. 
capacities 
0.5 - 20 tons/h 
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